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Uloga proteomike u otkrivanju novih

protutumorskih lijekova

The role of proteomics in the discovery of new anticancer drugs

Sandra Kraljevi¢ Paveli¢*?, Nina Saban®’

SAZETAK. S obzirom na to da je za potpuno razumijevanje bioloskih sustava nuzna i moleku-
larna karakterizacija proteoma, proteomika je disciplina koja je nastala sa svrhom da komple-
mentira istraZivanje genoma. lako je proteomika relativno nova bioloska znanstvena disciplina,
ona ima velik potencijal u farmaceutskoj industriji. Razli¢ite tehnike proteomike stoga se ko-
riste u svrhu razjasnjavanja molekularnih mehanizama koji upravljaju stani¢nim procesima, za
karakterizaciju sloZenih proteinskih mreZa u stanici, za otkrivanje proteina biomarkera te, na-
posljetku, za identifikaciju novih meta za razvoj novih lijekova. Upravo u razvoju protutumor-
skih lijekova proteomika moze omoguciti identifikaciju proteina uklju¢enih u patogenezu raka,
a rekonstrukcija signalnih putova mozZe olaksati otkrivanje novih meta na koje bi novi lijek
djelovao, te omoguciti uvid u mehanizme djelovanja tih lijekova, kao i njihovu toksi¢nost.

Klju€ne rijeci: mete za lijekove, proteomika, protutumorski lijekovi

ABSTRACT. The field of proteomics has been thought as complementary to the genomic re-
search since proteins are the executive molecules and players in biological systems. In par-
ticular, protein functionality is highly deregulated in cancer. Although proteomics is a rela-
tively new research area it holds great potential in pharmaceutical industry due to its ability
to quantitatively measure protein expression and identify proteins by mass spectrometry
analyses as well as its ability to map the protein-protein interactions. As such, the proteom-
ics technological platform has been widely applied to basic cancer research, cancer therapy
and most importantly in the drug discovery process. Proteomics allows identification of pro-
teins involved in cancer pathogenesis and deregulated signalling pathways that facilitates
the discovery of new drug targets, or it might be used as well to precisely elucidate the drug
mechanisms of action and toxicology.
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uvoD

Unato¢ velikom napretku tehnologije i novim
spoznajama u podrucju molekularne medicine,
rak i dalje ostaje vodedi uzrok smrtnosti u razvije-
nim zemljama. Tzv. -omics metode, u koje ubraja-
mo genomiku i proteomiku, trebale bi ubrzati
procese otkrivanja novih lijekova. Ovakvi pristupi
u istrazivanju bolesti zasnivaju se na sveukupnoj
(globalnoj) analizi cijelog genoma (genomika) ili
proteoma (proteomika) u svrhu razjasnjavanja bi-
oloske osnove bolesti, pa tako i raka. U posljednje
se vrijeme, medutim, puno paZnje posvecuje i
primjeni metoda proteomike u identifikaciji pro-
teinskih meta (biljega), bilo kao vaznih biljega za
ranu, presimptomatsku dijagnostiku i prognozu
raka, bilo kao biljega za terapijsku intervenciju. Uz
to, proteomika ima velik potencijal u procesu ot-
krivanja i dizajniranja novih lijekova jer moze
identificirati regulatorne proteine ili potencijalne
mete za djelovanje nekog lijeka. Otkrivanje novog
i efikasnog lijeka, naime, dugotrajan je i zahtjevan
proces koji ukljuéuje identifikaciju mete, sintezu
potencijalnih lijekova, klinicku selekciju lijekova
kandidata, te potom predklinicka i klinicka ispiti-
vanja'. Najnoviji podaci govore kako cijena uvo-
denja novog lijeka na trziste iznosi oko 800 miliju-
na americkih dolara, a vremenski traje od 10 do
12 godina?, stoga nije neobi¢no Sto se javila po-
treba za novim znanstvenim pristupom uz pomo¢
kojeg bi se, u Sto je moguce kraéem vremenu i Sto
ucinkovitije, ubrzao proces otkrivanja novih lije-
kova. Naime, godiSnje se u SAD-u odobri najvise
20 — 30 novih lijekova, a na sli¢nu situaciju naici
¢emo i u Europi?.

Usprkos vrijednim podacima koji su posljednjeg
desetljeca dobiveni uz pomo¢ mikrocip analiza,
molekularni procesi u bolesnim tkivima ne mogu
se objasniti samo uz pomo¢ razumijevanja gena i
njihove ekspresije, veé su ti procesi prije svega
vezani za genske produkte — proteine. Osobito je
stoga vaZzan podatak o tome kako koli¢ina protei-
na ne mora nuzno korelirati s koli¢inom molekula
mRNA. Nadalje, poznato je kako su upravo si-
gnalni putovi u kojima sudjeluju proteini pore-
meceni u stanicama raka, stoga je logi¢an zaklju-
Cak kako se analizom proteina u takvim bolesnim
stanicama mogu dobiti odgovori o patogenezi
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raka te otkriti mete za dizajniranje novih lijekova.
No, analiza sveukupnih proteina (proteoma) u
stanici sloZen je proces upravo zbog Cinjenice da
je funkcija proteina definirana nizom razlicitih
faktora, kao Sto su to razina ekspresije, posttran-
slacijske modifikacije, interakcije s drugim protei-
nima ili DNA/RNA molekulama te mehanizmi ak-
tivacije i represije?. Nadalje, ekspresija proteina
u bioloSkom sustavu mijenja se sa stadijem ra-
zvoja, djelovanjem cimbenika okolisa, progresi-
jom bolesti, a sam broj proteina u proteomu izu-
zetno je velik. Smatra se kako u eukariotskoj
stanici moze istovremeno biti prisutno do 50.000
proteina, a raspon njihove ekspresije (poveca-
nje/smanjenje) iznosi sedam ili osam redova veli-
¢ine*. Upravo takva sloZena priroda i varijabilnost
statusa proteina namece potrebu za osjetljivom i
selektivnom tehnologijom koja ¢e modi istovre-
meno analizirati tisuée nepoznatih proteina u
istrazivanom sustavu. Danas je u molekularnoj
medicini dostupno nekoliko suvremenih prote-
omskih tehnika koje omogucuju istrazivanje ek-
spresije proteina, analizu proteinskih modifikaci-
ja, analizu stani¢ne lokalizacije i pracenje
proteinskih interakcija®>. Proteomske metode
imaju i neke prakticne nedostatke koji otezavaju
njezino koristenje u rutinskoj klini¢koj i dijagno-
stickoj praksi, ali jednako tako i u istraZivackim
laboratorijima. Proteomika je, naime, izuzetno
komplicirana i vremenski zahtjevna tehnologija
koja ponekad, usprkos tome Sto se u analizi kori-
ste baze podataka i kompleksni racunalni progra-
mi, ne daje Zeljeni odgovor, odnosno ne pronala-
zi poveznicu izmedu gena, proteina i bolesnog
stanja. Daljnja poboljSanja proteomskih metoda
nuzna su i u podrucju detekcije i karakterizacije
proteina, kako u podrucju analize niskomoleku-
larnih proteina i peptida (u podrucju ispod 500
Da), tako i u podrucju analize izuzetno velikih
proteinskih struktura (u podrucju iznad 120 kDa),
te u unapredenju kvantifikacije. Vrlo je vjerojat-
no, medutim, kako ¢e ubrzani tehnoloski razvoj i
automatizacija omoguditi implementaciju prote-
omike u istraZzivanje i razvoj novih lijekova®. Tre-
nutno su metode proteomike izuzetno vazine u
istrazivanjima molekularnih mehanizama koji
uzrokuju rak te ¢e samim time indirektno ubrzati
i olaksati otkrice novih protutumorskih lijekova.
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PRINCIPI | METODOLOGIJE PROTEOMIKE
U ISTRAZIVANJU RAKA

Glavni metodoloski pristupi u proteomskom istra-

Zivanju su tzv. klasi¢ni pristup temeljen na analizi
gelova, te tzv. “shotgun” pristup®. U klasiénom se
pristupu koriste imobilizirani pH gradijenti u koji-
ma se proteini razdvajaju na temelju njihovih ra-
zli¢itih izoelektri¢nih toc¢aka. Potom slijedi razdva-

metoda, zvana LC-MS/MS (engl. liquid chromato-
graphy MS/MS) bolja je od klasi¢nog proteom-
skog pristupa utoliko Sto omogucuje odvajanje i
identifikaciju analita u niskom femtomolarnom
opsegu, stoga je vrlo vjerojatno kako ce velik dio
istrazivanja za otkrivanju biomarkera raka biti
proveden na ovaj nacin®. Nadalje, MudPIT (engl.
multidimensional protein identification technolo-
gy), ICAT (engl. isotope-coded affinity tags) i ICPL

janje u drugoj dimenziji prema njihovoj (engl. isotope-coded protein labels) predstavljaju

molekularnoj masi uz pomo¢ 2-DE gel-elektrofo-

reze (engl. sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis). Stotine toCaka dobivenih na . L . i L
Molekularni procesi koji se odvijaju u bolesnim tkivima

ne mogu se objasniti samo uz pomo¢ razumijevanja sta-
tusa gena i statusa njihove ekspresije, nego su ti procesi
prije svega vezani za genske produkte, proteine. Upravo
se stoga analizom proteina u bolesnim stanicama mogu
dobiti odgovori o procesima uklju¢enim u patogenezu
raka te eventualno otkriti mete za dizajniranje novih li-

gelu predstavljaju razlicite proteine, razlicite izo-
forme istog proteina ili njegovu posttranslacijsku
modifikaciju®. Nakon razdvajanja proteina na ge-
lovima slijedi identifikacija razdvojenih i kvantifi-
ciranih proteina na masenom spektrometru. Ova-
kav je pristup izuzetno koristan za utvrdivanje
ekspresije i vrste proteina u bolesnom u odnosu

na zdravo tkivo. Analiza MALDI-TOF (engl. matrix-
assisted laser desorption ionization time of flight)
metoda je identifikacije proteina dobivenih iz
gela koja se temelji na razgradnji svakog proteina
uz pomoc¢ tripsina te njihovoj ionizaciji, nakon
cega se dobiveni spektri masa fragmenata uspo-
reduju sa spektrima pohranjenim u bazama po-
dataka, te se na taj nacin ustanovljava o kojem je
proteinu rije¢>. Kod analize MALDI dobiveni se
fragmenti razdvajaju na temelju omjera mase i
naboja (engl. mass-to-charge, m/z). Za razliku od
analize MALDI, kod analize ESI-MS/MS (engl. elec-
trospray ionization tandem mass spectrometry)
uzorak se ionizira u obliku finog spreja sitnih ka-
pljica. Ulaskom u vakuum voda isparava, a mole-
kule u otopini preuzimaju naboj. Za razliku od
analize MALDI, molekularni ioni su kod analize
ESI-MS/MS uglavnom viSestruko nabijeni. Osim
toga, buduéi da se analizom ESI-MS/MS mogu
analizirati uzorci u tekuéem stanju, ova se meto-
da Cesto povezuje s teku¢om kromatografijom
(engl. high performance liquid chromatography,
HPLC). Upravo je takav kombinirani pristup anali-
ze uz pomo¢ HPLC i ESI-MS/MS osnova tzv. “shot-
gun” pristupa koji ukljucuje izolaciju stotina pro-
teina iz iznimno sloZenih smjesa, dobivenih
proteolitickom razgradnjom proteina (npr. u sta-
nicnim lizatima ili tjelesnim tekuc¢inama), nakon
Cega slijedi sekvenciranje pomocu MS. Ovakva
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jekova.

takoder vazne “shotgun” tehnike. MudPIT je teh-
nika koja je tek nedavno zauzela vazno mjesto u
klinickoj i dijagnosti¢koj proteomici, a koristi se u
svrhu identifikacije proteina iz sloZzenih smjesa.
Ova se metoda temelji na kromatografskom raz-
dvajanju proteina u dvije dimenzije tako Sto se
proteini najprije razdvoje na temelju naboja u ko-
loni SCX (engl. strong cation exchange column),
nakon cega slijedi reverzna kromatografija, a uz
pomoc¢ koje se peptidi razdvajaju na temelju nji-
hove lipofilnosti. Prednost ove metode je u nje-
noj kompatibilnosti s ESI°. Metode ICAT i ICPL te-
melje se na obiljeZavanju proteina s lakim i tesSkim
izotopima u dva uzorka koja Zelimo analizirati. Po-
tom se uz pomo¢ masene spektrometrije odredu-
je relativna koli¢ina obiljezenih molekula, na te-
melju mase koristenih stabilnih izotopa, poput
izotopa ugljika *C i *>C. Na ovaj se nacin moZe
odrediti kvantitativna promjena u proteinima sta-
nice, odnosno tijela, inducirana odredenom bole-
$¢u ili terapijom®.

U istrazivanju raka, gdje su proteini glavni uzroc-
nici bolesti, neprestano raste potreba istrazivanja
i posttranslacijskih modifikacija (npr. fosforilacija,
glikolizacija i ubikvitinacija), jer upravo takve ke-
mijske modifikacije proteina ¢esto odreduju pro-
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teinsku aktivnost i stabilnost. U patogenezi raka,
primjerice, dogada se fosforilacija aminokiseline
tirozin u nekim regulatornim proteinima, Sto je
posljedica mutacije ili pak prekomjerne ekspresi-
je signalnih proteina’. Tradicionalni pristup istra-
Zivanja posttranslacijskih modifikacija ukljuc¢ivao
je prociscavanje takvog proteina, analizu peptida
i identifikaciju fosforiliranih peptidnih regija me-
todom odredivanja N-terminalne sekvence. Pro-
teklih godina se, medutim, sve viSe u tu svrhu ko-
risti masena spektrometrija kojom se peptidi koji
sadrze fosfoprotein najprije izoliraju iz stani¢nih
ekstrakata pomocu protutijela specificnih za fos-
fotirozin, nakon cega slijedi identifikacija uz po-
mo¢ MS/MS8. Istrazivanje takvih modifikacija u
sloZzenim proteinskim smjesama proteklih je godi-
na usavrseno zahvaljujué¢i metodi kromatografije
s kationskim izmjenjiva¢ima, uz pomo¢ koje se
specificno veZze fosfatna skupina fosforiliranih
proteina. Tako izdvojeni proteini mogu se potom
identificirati uz pomo¢ razli¢itih tehnika MS°.

Posebno zanimljiva metoda u otkrivanju markera
u razlic¢itim tumorima, koja ¢e zasigurno pridoni-
jeti otkri¢u novih protutumorskih lijekova, meto-
da je SELDI-TOF-MS (engl. surface-enhanced laser

Nanosenje uzorka na cCip

Laserska desorpcija i
ionizacija vezanih
proteina

desorption ionization — TOF-MS)*. Ovaj se pristup
temelji na uporabi razlicitih vrsta proteinskih ci-
pova, u ovisnosti o tome koju frakciju proteina
Zelimo analizirati, stoga se najcesce koriste kemij-
ski Cipovi (anionske, kationske, hidrofobne, hidro-
filne, metalni ioni) i biokemijski ¢ipovi (imobilizi-
rano protutijelo, receptor, DNA, enzim) na kojima
se “hvataju”, odnosno zadrzavaju Zeljeni proteini
iz smjese. Nakon Sto se proteini iz smjese vezu na
povrsinu €ipa, na njih se usmjerava laser pri ¢emu
se proteini ili proteinski fragmenti prenose u pli-
novitu fazu i analiziraju u cijevima masenog spek-
trometra TOF (slika 1). Ova metoda je pripomogla
u otkrivanju brojnih dijagnostickih markera za rak
te karakterizaciji velikog broja fosforiliranih i gli-
koliziranih proteina i transkripcijskin faktora®:.
lako sve do sada nabrojene tehnike omogucavaju
razdvajanje, identifikaciju i karakterizaciju protei-
na iz slozenih bioloskih smjesa, one nam ne mogu
pruzati klju¢ne informacije o bioloskim funkcija-
ma proteina i njihovim udjelima u promijenjenim
signalnim putovima u zlo¢udnim tumorima. Za
takvu analizu mogu se, medutim, koristiti prote-
inski Cipovi koji omogucavaju simultanu analizu
razli¢itih signalnih proteina i njihovog aktivacij-

L” Ispiranje

nespecificno
vezanih proteina

Detekcija proteinskog profila
ekspresije uz pomoc

masene spektrometrije

Slika 1. Princip rada proteinskog Cipa SELDI-TOF-MS.
Figure 1. Protein chip SELDI-TOF-MS.
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skog stanja®?. Koristenjem ovakvog pristupa mogu
se dobiti informacije o vrsti proteina, ekspresiji,
proteinskim interakcijama, vezivanju liganada na
odredene receptore i enzimskoj aktivnosti. Razli-
kujemo dvije vrste proteinskih Cipova, analiti¢ke i
funkcionalne®. Analiticki Cip sadrZi protutijela, an-
tigene ili druge proteine uz pomo¢ kojih se odre-
duje kolic¢ina obiljezenih proteina u uzorku. Funk-
cionalni Cip pak sadrzi veliki broj stanicnih
proteina ili proteina tkiva, te se na taj nacin ispi-
tuju razlicite biokemijske aktivnosti, primjerice
interakcije protein — protein, protein — lipid, pro-
tein — nukleinska kiselina i interakcije enzim —
supstrat. Ukoliko se na takve ¢ipove nakon veza-
nja proteina iz smjese nanose i protutijela, vrlo je
lako detektirati aktivirane proteine i utvrditi sta-
tus aktivacije Citavih signalnih putova tako Sto se,
primjerice, fosfospecificno protutijelo veZze na
fosforilirani protein koji je u interakciji s peptidom
na Cipu.

PROTEOMIKA U LIJECENJU RAKA

IstraZivanje razine aktivacije proteinskih sljedova
pod utjecajem bolesnog stanja moZe rasvijetliti
poremecaj u proteinskom slijedu koji je povezan s
odredenim bolesnim stanjem. Klinicka proteomi-
ka stoga ima znacaj u ranoj detekciji bolesti, u ot-
krivanju novih lijekova te skraéenju vremena ra-
zvoja lijeka, a utjece i na tijek klini¢kih ispitivanja.
Njezin cilj je uvodenje proteomskog oblikovanja u
standardnu klinicku praksu, te upotreba prote-
omske tehnologije u klini¢koj dijagnostici. Prote-
omski profili mogu sluziti kao dijagnosticki biljezi,
te mogu predvidati ishode tretmana kod mnogih
bolesti, kao npr. nekih vrsta raka. Dosad je, medu-
tim, opisan samo mali postotak proteina s vaznom
ulogom u stani¢nim procesima, Cije promjene
mogu dovesti do pojave malignih tumora®®. Tre-
nutno se proteomske tehnike u istrazivanju bolesti
raka sve vise koriste za detekciju ranih stadija, ot-
krivanje novih meta i biomarkera te za prilagoda-
vanje terapije pojedinom bolesniku i stanju njego-
vog organizma. Dok je postojeca terapija oboljelih
od raka usmjerena na jednu molekularnu metu, u
buduénosti moZzemo kao metu zamisliti Citav set
proteina u signalnom putu'®. Proteomika se, osim
u istrazivanju raka, danas koristi za razumijevanje
niza bolesti kao $to su astma*>*’, Alzheimerova bo-
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lest®®, dermatoloski poremecaji®, reumatoidni ar-
tritis®® i cisti¢na fibroza®.

Prema podijeli koju su predlozili Blakstock i Weir*
farmaceutska proteomika obuhvada podrucje
istrazivanja proteinskih interakcija (funkcionalna
proteomika) i istraZivanje ekspresije proteina (ek-
spresijska proteomika), pri cemu svaka ima zaseb-
nu ulogu u sveukupnom procesu otkrivanja lijeko-
va. Funkcionalna proteomika ukljucuje utvrdivanje
funkcije i smjestaja proteina unutar stanice te ana-
lizu interakcija izmedu proteina i izmedu proteina i

Uz pomo¢ proteomike moguce je razjasniti status sig-
nalnih putova uklju¢enih u patogenezu raka i identifici-
rati potencijalne mete za lijekove. Unatoc€ ovoj Cinjenici,
jos$ uvijek nije odobren niti jedan protutumorski lijek za
klinicku uporabu koji bi bio otkriven uz pomo¢ metoda
proteomike. Ipak, proteomske analize dovele su do
identifikacije razliCitih biljega tumora, Sto je unaprijedi-
lo dijagnostiku mnogih vrsta zlo¢udnih tumora.

molekula DNA i RNA?2. Ovakav pristup omogucava
sistematsku karakterizaciju proteina u smjesi kao i
analizu stani¢nih putova i interakcija, koji mogu biti
vazni u nastanku raka ili su pak vazni u mehanizmu
djelovanja antitumorskog lijeka?®. Ovakve prote-
omske studije mogu ubrzati klinicka istrazivanja i
povecati njihovu ucinkovitost. Ekspresijska proteo-
mika istrazuje globalne promjene u profilu ekspre-
sije proteina nastale kao odgovor na unutarnji ili
vanjski podrazaj (lijek, uvjeti okolisa). Usporedbom
proteina razli¢ito eksprimiranih u uzorcima tkiva ili
tjelesnih tekucina zdravih u odnosu na bolesne po-
jedince (serum, plazma, cerebrospinalna tekucina,
amnionska tekucina itd.), moguce je otkriti stanic-
ne procese i biokemijske putove proteina koji su
odgovorni ili pridonose razvoju bolesti. Upravo je
ovo princip uz pomo¢ kojeg se mogu identificirati
proteini koji bi sluZili kao biomarkeri bolesti i po-
tencijalne mete za lijek?*. Tako su, primjerice, pro-
teomske metode koriStene za sistematsku analizu
proteina u uzorcima urina bolesnika s karcinomom
mjehura, Sto je rezultiralo identifikacijom proteina
psorijacina kao ranog biljega te bolesti?>. Osim sto
se mogu koristiti u dijagnosticke svrhe, proteinski
biljezi mogu biti korisni u razvoju individualizirane
medicine. Nadalje, niz proteomskih istraZivanja
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tkiva razli¢itih organa zahvacéenih tumorom (jetra,
prostata, dojka, debelo crijevo, gusteraca itd.) do-
vela su do otkriéa proteina koji specificno sudjeluju
u progresiji raka (primjerice enzima proteaza), koji
predstavljaju potencijalne mete za djelovanje pro-
tutumorskih lijekova®. Otkri¢e pametnih, protutu-
morskih lijekova trebalo bi biti olakSano proteom-
skim profiliranjem razlicitih vrsta tumorskih tkiva.
Osim Sto biljezi povecavaju efikasnost i kvalitetu
otkrivanja novih lijekova, oni su vazni i u evaluaciji
sigurnosti i efikasnosti novih lijekova.

Rezistencija na kemoterapiju predstavlja poseban
problem u lijeenju raka, a moZze biti stecena na-
kon tretmana lijekom ili moZzemo govoriti o pri-
rodno rezistentnim stanicama koje nece reagirati
na tretman lijekom?’. Proteomska analiza na lijek
osjetljivih stanica u usporedbi s rezistentnim sta-
nicama omogucuje identifikaciju specificne skupi-
ne biljega za rezistenciju®. Na taj nacin proteomi-
ka moze znacajno pridonijeti razvoju novih
modula lije¢enja i boljeg odgovora bolesnika na
antitumorski lijek.

BUDUCNOST PROTEOMSKOG PRISTUPA

U LUECENJU RAKA

lako proteomika ima velik potencijal u razjasnja-
vanju signalnih putova ukljucenih u patogenezu
raka pa tako i u identifikaciji potencijalnih meta,
jo$ uvijek nije odobren niti jedan antitumorski li-
jek za klinicku uporabu koji bi bio otkriven uz po-
mo¢ proteomike. Ipak, proteomske analize su do-
vele do identifikacije razlicitih biljega tumora, Sto
se koristi u dijagnostici mnogih vrsta zlo¢udnih
tumora. S obzirom na to da samo ovakav globa-
lan pristup moze dati vrijedne informacije o sta-
tusu i aktivnosti proteina u bolesnim stanjima,
farmaceutska industrija danas polaZe velike nade
u proteomska istrazivanja. Metode kao S$to su
masena spektrometrija, analiza proteinskih inte-
rakcija, kao i analiza ekspresije proteina, uvelike
nam mogu pomoci u rasvjetljavanju mehanizama
odgovornih za nastanak raka, rezistenciju na lijek
ili pak razjasniti molekularne mehanizme ukljuce-
ne u odgovor tumorskih stanica na lijek. Zakljuc-
no, mozemo ustvrditi kako proteomika ima vaznu
ulogu u razvoju lijekova, osobito stoga $to se uz
pomo¢ proteomike mogu identificirati nove poten-
cijalne mete za djelovanje lijekova, rasvijetliti me-

http://hrcak.srce.hr/medicina

hanizmi djelovanja postojeéih i novih lijekova te
utvrditi njihova toksi¢nost ili pojava rezistencije.
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